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Введение
Проблема возникновения нежелательных лекар-
ственных явлений является одной из наиболее се-
рьёзных с момента становления фармакотерапии. С 
целью обезопасить пациента от риска возникнове-
ния подобных явлений, следует правильно комби-
нировать лекарственные препараты и своевременно 
корректировать их дозу. Основным фактором, влия-
ющим на эффективность лекарственных препаратов 
и развитие нежелательных лекарственных явлений, 
является активность системы метаболизма человека. 
В частности, к возникновению таких реакций ведёт 
межлекарственное взаимодействие, проявляющееся 
при совместном приёме препаратов, которые могут 
перекрёстно влиять на активность отдельных фер-
ментов системы метаболизма, первая (несинтетиче-
ская) фаза которой в основном представлена системой 
изоферментов цитохрома P450. Система цитохрома 
P450 (CYP) играет важнейшую роль в метаболиз-
ме как ксенобиотиков, так и эндогенных веществ. 
В недавнем времени был доказан значительный вклад 
этой системы в метаболизм канцерогенных веществ. 
Помимо этого, на активность системы CYP могут 
влиять и другие факторы: пол, возраст, сопутствую-
щие заболевания, пищевой рацион, общее состояние 
организма и прочие факторы. Существует два основ-
ных метода определения активности изоферментов 
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цитохрома P450 in vivo: генотипирование и феноти-
пирование. Генотипический метод предполагает ме-
тод определения активности того или иного фермен-
та метаболизма ЛС на основании изучения его гена 
методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) [1]. 
С помощью данного метода можно выявить мутантные 
аллели, производящие изоферменты с измененной ак-
тивностью, и, таким образом, составить «ферментный 
портрет» человека на основании его генетической ин-
формации. Однако этот метод имеет ряд недостатков; 
в частности, генотипирование предоставляет данные 
об активности изоферментов лишь по генотипиче-
ской информации, таким образом, абсолютно не учи-
тывая условия окружающей среды, воздействующие 
на испытуемого [2, 3]. Фенотипический метод, в свою 
очередь, полностью учитывает воздействия окружаю-
щей среды на организм, и возможно получить данные 
о реальной активности метаболизма в данный момент 
времени. Метод заключается в прямом определении 
активности того или иного фермента метаболизма ле-
карственных средств по фармакокинетике его спец-
ифического субстрата («маркерного» субстрата) и его 
метаболита [1]. К маркёрному субстрату предъявля-
ется ряд требований: он должен метаболизироваться 
преимущественно одним из изоферментов CYP; суб-
страт должен метаболизироваться преимущественно 
с образованием только одного специфического мета-
болита; он должен быть безопасен для испытуемого 
(в идеале, это должно быть эндогенное вещество); суб-
страт и его метаболит должен содержаться в биожид-
костях (кровь, моча) в достаточной концентрации для 
количественного определения выбранным аналити-
ческим методом.
Одним из самых современных и перспективных 
аналитических методов, используемых для коли-
чественного определения концентрации субстра-
тов-маркёров и их метаболитов в биожидкостях 
организма при фенотипировании, является метод 
высокоэффективной жидкостной хроматографии с 
тандемной масс-спектрометрией. Данный метод от-
личается наибольшей специфичностью, точностью, 
чувствительностью и воспроизводимостью по срав-
нению с другими аналитическими методами.
Существует множество методик определения 
активности различных изоферментов CYP in vivo, 
использующих различные вещества в качестве суб-
стратов-маркёров. Рассмотрим их достоинства и не-
достатки с точки зрения перспективности исполь-
зования в рутинной клинической практике с целью 
определения активности системы CYP у пациентов.
Основные изоферменты цитохрома P450
Цитохром Р-450 имеет множество изоформ — изо-
ферментов, которых на данный момент выделено 
более 1000. Изоферменты цитохрома Р-450 по клас-
сификации Nebert (1987) принято разделять по бли-
зости (гомологии) нуклеотид/аминокислотной по-
следовательности на семейства, а последние, в свою 
очередь, на подсемейства. Изоферменты цитохрома 
Р-450 с идентичностью аминокислотного состава бо-
лее 40% объединены в семейства, которых выделено 
36, из них 12 обнаружены у млекопитающих [1].
У каждого из изоферментов CYP своя специфи-
ческая функция в метаболических процессах и свой 
специфический субстрат. Несмотря не всё изобилие 
изоферментов, лишь несколько из них делают основ-
ной вклад в метаболизм ксенобиотиков; это изофер-
менты CYP1A2, CYP2E1, CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19 
и CYP2D6 (рис. 1).
Рис. 1. Процентное соотношение метаболизируемых ксенобиотиков ос-
новными изоферментами цитохрома Р450 [4].
CYP1A2 метаболизирует порядка 2–8% извест-
ных лекарственных средств и участвует в метаболи-
ческой активации проканцерогенных ариламинов и 
гетероциклических аминов, образующихся при тер-
мической обработке пищи [5]. Является главным изо-
ферментом метаболизма производных ксантина (тео-
филлин, кофеин). В качестве «маркерных субстратов 
для фенотипирования CYP1A2 в основном использу-
ются фенацетин, кофеин и ксантин [1, 6].
CYP2C9 метаболизирует около 10–15% известных 
лекарственных средств. Основными субстратами 
данного изофермента являются многие нестероид-
ные противовоспалительные препараты, в том числе 
селективные ингибиторы циклооксигензы-2, антаго-
нистов ангиотензиновых рецепторов, пероральных 
гипогликемических препаратов (производных суль-
фонилмочевины), непрямых антикоагулянтов (вар-
фарин, аценокумарол) и др. Следует отметить, что 
CYP2C9 имеет «стереоселективность» и метаболизи-
рует в основном S-варфарин и S-аценокумарол, в то 
время как R-варфарин и R-аценокумарол метаболи-
зируются другими изоферментами цитохрома Р450 
(CYP1A2, CYP3A4) [1, 6, 7].
CYP3A4 метаболизирует большинство известных 
лекарственных веществ — от 30 до 40%, в том числе 
блокаторы медленных кальциевых каналов, макролид-
ные антибиотики, ингибиторы ГМГ-КоА-редуктазы. 
CYP3A4 также катализурет реакцию 6-β-гидроксили-
рования эндогенных стероидов, в том числе тестосте-
рона, прогестерона, кортизола. Маркёрными субстра-
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тами для определения активности CYP3A4 являются 
эритромицин, нифедипин, лидокаин, кортизол [1, 6].
CYP2D6 катализирует метаболизм 18–28% ле-
карственных веществ, в том числе нейролептики, 
антидепрессанты, β-адреноблокаторы. CYP2D6 так-
же метаболизирует некоторые наркотики: кокаин, 
MDMA. Для некоторых ЛС окисление CYP2D6 явля-
ется «дополнительным» путём метаболизма. Напри-
мер, основным ферментом метаболизма дилтиазема 
является СYP3A4, в то время как CYP2D6 катализи-
рует «дополнительный» путь метаболизма препарата 
N-деметидезацетилирование [1, 6, 7].
«Коктейльные» методы: основные условия 
перспективного использования
Для разработки перспективного «коктейльного» 
метода необходим правильный подбор веществ суб-
стратов, не влияющих перекрёстно на активность 
других изоферментов. Более того, подобранные суб-
страты должны быть безопасны и не подвергать паци-
ентов риску различных нежелательных лекарствен-
ных явлений. Кроме того, в основе «коктейльного» 
метода лежит совместное количественное определе-
ния нескольких пар веществ, что требует точного, се-
лективного и воспроизводимого метода количествен-
ного определения исследуемых веществ. С учётом 
перспективы использования метода в клинической 
практике необходимо, чтобы аналитический метод 
был максимально прост и быстр для возможности 
его рутинного использования в лаборатории. Ниже 
приведены описанные в литературе «коктейльные» 
методы, используемые для определения активности 
основных изоферментов CYP in vivo.
Одной из самых ранних работ, описывающих 
«коктейльный» метод фенотипирования, является 
работа Bing Zhu и соавторов, опубликованная в 2001 г. 
[8]. В данной работе перед авторами стояла задача 
провести разработку и валидацию «коктейльного» 
метода для определения активности изоферментов 
CYP1A2, CYP2E1, CYP2C19, CYP2D6 и CYP3A4. Ис-
следование проводилось на 14 здоровых, некурящих 
добровольцах, принявших «коктейль», состоящий 
из 100 мг кофеина, 200 мг хлорзоксазона, 100 мг ме-
фенитоина, 100 мг метопролола и 7,5 мг мидазолама. 
В качестве биообъектов использовалась плазма, и 
моча. Плазму использовали для определения ак-
тивности изоферментов CYP3A, CYP2E1 и CYP1A2, 
мочу — для изоферментов CYP2D6 и CYP2C19. Коли-
чественное определение исследуемых веществ прово-
дилось методом обратнофазной ВЭЖХ с использова-
нием УФ-детектора.
Используемый для определения активности 
CYP2E1 центральный миорелаксант хлороксазон в 
основном входит в состав «коктейлей» для опреде-
ления активности ферментов метаболизма in vitro [9, 
10]. Использующаяся в «коктейле» дозировка хло-
роксазона близка к минимальной терапевтической 
(250 мг), что делает данный «коктейль» небезопас-
ным для пациента. Более того, начиная с 2008 г. 
официально не зарегистрировано ни одного препа-
рата, содержащего данное лекарственное вещество. 
Метопролол, использующийся для определения ак-
тивности CYP2D6, применяется уже в терапевти-
ческой дозе, что может привезти к развитию неже-
лательных явлений. К тому же, недостатком данной 
методики является большой объём работы, связан-
ный с пробоподготовкой и хроматографическим раз-
делением, что не позволит использовать её в рутин-
ной лабораторной практике.
Затем «коктейльный» метод стал набирать попу-
лярность среди учёных, как метод определения ак-
тивности ферментов метаболизма in vivo. В 2003 г. был 
описан «коктейль» Karolinska, состоящий из кофеина 
100 мг (CYP1A2), лозартана 25 мг (CYP2C9), омепра-
зола 20 мг (CYP2C19), дебризохина 10 мг (CYP2D6) 
и хинина 250 мг (CYP3A4) [11]. При определении ак-
тивности CYP2C9 с помощью лозартана необходи-
мо учитывать, что лозартан также метаболизируется 
изоферментом CYP3A4 [12], что необходимо иметь в 
виду при расчёте активности соответствующих изо-
ферментов. Омепразол в данном «коктейле» при-
меняется в терапевтической дозе, что ставит под со-
мнение безопасность использования данного метода. 
Комбинация дебризохина и хинина может привести 
к нежелательным лекарственным явлениям со сторо-
ны сердечно-сосудистой системы, что также делает 
этот «коктейль» небезопасным для использования в 
клинической практике.
В том же году был описан коктейль Cooperstown 
5+1, позволяющий с помощью кофеина, декстро-
меторфана, омепразола, мидазолама и S-варфари-
на определять активность изоферментов CYP1A2, 
CYP2D6, CYP2C19, CYP3A4 и CYP2C9 соответствен-
но [13]. Использование данного коктейля затруд-
нительно ввиду ограниченного оборота препаратов 
декстрометорфана на территории РФ.
Затем, в 2004 г. была опубликована статья, в ко-
торой Yin и соавторы предложили использовать ком-
бинацию кофеина (CYP1A2), толбутамида (CYP2C9), 
омепразола (CYP2C19), дебризокина (CYP2D6) и ми-
дазолама (CYP3A) с целью определения активности 
соответствующих изоферментов in vivo [14]. Затем в 
2006 г. был описан «коктейль» Pittsburgh, состоящий 
из кофеина, мефенитоина, хлороксазона и флурби-
профена для определения активности изоферментов 
CYP1A2, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 и CYP2С9 со-
ответственно [15]. Наконец, в 2008 г. была опублико-
вана одна из самых популярных «коктейльных» мето-
дик определения активности изоферментов CYP под 
названием Inje, содержащей 93 мг кофеина (CYP1A2), 
20 мг омепразола (CYP2C19), 30 мг декстрометорфана 
(CYP2D6), 30 мг лозартана (CYP2C9) и 2 мг мидазола-
ма (CYP3A4) [16].
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К общим недостаткам этих методов можно отнести 
несовместное извлечение исследуемых веществ как 
из плазмы, так и из мочи; затрудненная многоэтап-
ная подготовка; использование достаточно высоких 
доз лекарственных веществ-маркеров (в некоторых 
случаях граничащих с терапевтическими), а также 
их относительная небезопасность. В качестве метода 
количественного определения в данных методиках в 
основном использовался метод ВЭЖХ-УФ; также не-
которые методы использовали ВЭЖХ-МС.
В 2012 г. Kyung-Suk Oh и соавт. описали созданный 
ими «коктейль» для определения активности in vivo 
изоферментов CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 
и CYP3A, в состав которого входят 10 мг кофеина, 2 мг 
лозартана, 200 мкг омепразола, 2 мг декстрометорфа-
на и 100 мг мидазолама. [17].
Описанный в данной статье метод пригоден для 
использования в клинической практике по несколь-
ким причинам. Используемые дозировки препаратов 
в 10–100 раз ниже их терапевтических доз. Извлече-
ние и количественное определение исследуемых ве-
ществ производится совместно в одной пробе, что 
в разы сокращает время и затраты на исследование. 
К недостаткам метода можно отнести инвазивность 
метода (используется плазма крови) и использование 
относительно небезопасных сильнодействующих ве-
ществ (например, декстрометорфан, оборот которо-
го, к тому же, ограничен на территории РФ).
Использование состава «коктейля», приведенного 
выше, встречается неоднократно в описанных иссле-
дованиях определения активности изоферментов ци-
тохрома P450. К примеру, несколько раньше, в 2009 г., 
Ghassabian и соавт. использовали такой же коктейль 
для определения активности метаболизма у больных 
шизофренией. Следует отметить, что лекарственные 
вещества применялись в другой дозе, а именно — 100 
мг кофеина, 20 мг омепразола, 25 мг лозартана, 30 мг 
декстрометорфана и 2 мг мидазолама [18]. К недостат-
кам метода можно отнести сравнительно высокие 
концентрации используемых субстратов (например, 
доза мидазолама составляет 0,4 от терапевтической), 
сравнительно долгая пробоподготовка с использова-
нием твёрдофазной экстракции и использование от-
носительно небезопасных препаратов.
Заключение
Описанные выше «коктейльные» методы опреде-
ления активности основных изоферментов цитохро-
ма P450 позволяют достаточно точно определить ак-
тивность соответствующих изоферментов, однако 
всё же имеют ряд недостатков. Для того, чтобы было 
возможно использовать подобный метод в рутинной 
клинической практике для определения активности 
метаболизма у каждого конкретного пациента с це-
лью коррекции дозировок назначаемых препаратов и 
рационализации фармакотерапии, используемый ме-
тод должен быть быстр, точен и безопасен для паци-
ента. Таким образом, основными характеристиками 
«коктейльного» метода для введения в клиническую 
практику являются сравнительно быстрая пробопод-
готовка в один этап (извлечение всех исследуемых ве-
ществ из биообъекта в одну пробу), совместное хрома-
тографическое разделение и количественный анализ 
исследуемых веществ (использование высокоточных 
и чувствительных методов, каким является ВЭЖХ-
МС/МС) и преимущественное использование мочи 
в качестве биообъектов и эндогенных соединений в 
качестве субстратов (например, известны методики 
определения активности CYP3A4 с использованием в 
качестве субстрата-маркёра кортизола и его метабо-
лита 6-?-гидроксикортизола [19, 20, 21], использова-
ние эндогенного пинолина в качестве субстрата-мар-
кёра изофермента CYP2D6 [22, 23] и др.).
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